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DESCRIZIONE 



a corredo di una domanda di brevetto per invenzione industrial a titolo: 
"Mezzi diagnostic! e terapeutici per patologie correlate all'emicrania" 
a nome: FONDAZIONE CENTRO SAN RAFFAELE DEL MONTE 
TABOR 



La presente invenzione conceme mezzi diagnostic'! e terapeutici 
per patologie correlate all'emicrania. 

L'emicrania e caratterizzata da attacchi di mal di testa .talvolta e 
associata a disfunzioni autonomiche e da sintomi neurologici di breve 
durata (aura). La patologia riguarda circa il 12% della popolazione 
mentre il 20% dei pazienti con emicrania mostra sintomi di aura 1 2 3 4 5 . 
Benche il modo di trasmissione sia controverso 6 , l'emicrania mostra una 
forte aggregazione familiare 7 . Alcuni studi di popolazione e studi su 
gemelli indicano che fattori genetici sono implicati, prevalentemente 
nell' emicrania con aura 8 9 . L'emicrania familiare emiplegica. (FHM) e 
una patologia neurologica invalidante con aura ed emiparesi, riguarda 
circa il 1/10000-1/50000 della popolazione si trasmette come un 
carattere autosomico dominante 10 . 

E' stato precedentemente identificato un gene associato a 
FHM1(MIM 141500), codificante per una proteina del canale neuronale 
delcalcio, (CACNA1A) 11 . 

La domanda di brevetto PCT W098/55647 descrive un metodo 
di diagnosi genotipica indiretta per la emicrania emiplegica di tipo 2 che 
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riguarda un'ampia regione di 21 cM (centimorgan) del cromosoma 
1q21-23. La descrizione non idenfrfica alcun gene correlate) alia 
patologia, ma ne suggerisce due come candidati, GIRK3 (codificante 
per una proteina del canale del potassio) e CACNL1A6 (codificante per 
una proteina del canale del calcio). 

Gli autori della presente invenzione hanno identificato il gene 
associato a FHM2 (MIM 602481), che mappa sul cromosoma 1q23 12 , 
dimostrando come mutazioni nella subunita alfa 2 della pompa Na K 
ATPasi (ATP1A2) siano responsabili di tale patologia. II gene 
identificato non corrisponde a nessuno dei geni o regioni suggerite dai 
documenti di tecnica anteriore, in particolare dalla domanda di brevetto 
PCT W098/55647. Gli autori hanno dimostrato che le mutazioni 
missertso identificate causano una perdita di funzione del principale 
sistema di trasporto ionico. Questo ha rilevanti implicazioni per I'origine 
della depressione corticale diffusa dell'attivita neuronale e lo sviluppo 
. dell'emicrania. E' la prima dimostrazione che mutazioni nella pompa Na 
K sono associate a malattie genetiche. E' inoltre da sottolineare come 
un'indagine effettuata sui geni GIRK3 e CACNL1A6 non ha evidenziato 
alcuna mutazione in essi correlata alia patologia emicranica. 

Inoltre e possibile studiare polimorfismi associati a tale gene per 
correlarli come fattori predisponenti all'emicrania comune. 

Forma pertanto oggetto della presente un acido nucleico 
comprendente almeno un frammento del gene codificante per una 
porzione funzionale o della regione di regolazione gehica della subunita 




alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) per uso diagnostico di 
patologie correlate all'emicrania. 

E* ulteriore oggetto dell'invenzione un acido nucleico 
comprendente almeno un frammento del gene codificante per una 
porzione funzionale o della regione della regolazione genica della 
subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) per uso in terapia 
genica di patologie correlate all'emicrania. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione un metodo per evidenziare 
in un soggetto almeno una mutazione nel gene codificante per la 
subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana, localizzato 
sul cromosoma 1, correlate a patologie emicraniche, comprendente le 
fasi di: - prelevare un campione contenente una quantita sufficiente di 
DNA da detto soggetto o in grado di essere riprodotto in coltura; - 
isolare il DNA dal campione; - sottoporre il DNA ad amplificazione 
esponenziale utilizzando come coppia di oligonucleotidi per la reazione 
di amplificazione almeno due oligonucleotidi in grado di amplificare 
almeno un frammento del gene codificante per la subunita alfa 2 della 
pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana, o un frammento della regione 
di regolazione di esso; - evidenziare in almeno un frammento 
amplificato eventuali mutazioni rispetto ad un controllo da soggetto 
normale. Preferibilmente le coppie di oligonucleotidi sono: 

17 AGTCCCTCTGACCTCCCTGAT CCACTGTGCCATCACGATT 
19 CTTCTGCTTCCTGCTCTGACC ACACATGTGCGCTGTGTTTAC 

In una forma di attuazione del metodo dell'invenzione la fase di 
amplificazione esponenziale del DNA viene effettuata utilizzando coppie 



di oligonucleotidi in grado di amplificare tutta la porzione codificante del 
gene codificante per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) umana. Preferibilmente la fase di amplificazione esponenziale 
del DNA per amplificare tutta la porzione codificante del gene per la 
subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana comprende 
I'uso di almeno una delle seguenti coppie di oligonucleotidi: 

1 TGTTGCTTTGGCTTTCTCTGT CTCCCTCACCCTCTAGACTGC 

2+3 CCCCTCTCTTCCCTGACTCT GCCTCTTTTGTTCCTTCCCTA 
ATGGTGACTGGCTGGGTTG CAGGGTTGGAGGACAGTCAC 



4 

5 
6 
7 
8 
9 



AGCTGCCCCTTTAGGGTTG 
GAGACCAGCAGGAGAAGAAGG 
TACAAGTGGCTCTGCCAGTCT 
CAGGAAATAGGATGGGACTGC 
ATCTCCGGCTTCAGCCTTAAC 
1 0+1 1 CTCCTGGTTCCCCCTCAT 
12 GCGCTACCAAGACAAGTATGG 
GAAGCCACTCTGCGGATCT 
GGAGGGGGATAAACCCTTAAT 
AGGGGTCAGCTGTCTCTGTC 
AAGGGGTTTCGTCCTCAAGT 
AGTCCCTCTGACCTCCCTGAT 
TCATCTCCTACGTCCCTTCAA 
CTTCTGCTTCCTGCTCTGACC 
CCTCCGACACTCTCATCTGTC 
CTTCACCTGCCACCTCCTT 



13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 



ACCTTACAGCCTAGCCCAGAG 

AGACTCAACTGCTTGCTCTGG 

AGCCCTTCATCCTGACTATGG 

GTAGTGAGACCCTCCCCTGGT 

TAATCCTATCCACCCCCTCTG 

TCCCTCTCTCTTCCTCTGTCC 

CTTGGGAATCCCCTTCTGAG 

ACTGCAGCTCCTTGAACTCTG 

GACGTGTTGATTAGGGCACAG 

GGTCCCTGCCTGTCATCTG 

TCAGTATCCTGCAAACCATCC 

CCACTGTGCCATCACGATT 

AGCTGGGAAAAGAACCCTGT 

ACACATGTGCGCTGTGTTTAC 

CTGTGTGGGTTGGTGAGTGT 

CCCCCGTATGACTACTCAGG 
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22 CGCTTTGAATG.CTCCTTTATG GAGGGAGGAGCTGGTGGT 

23 GCCTCCTTTTAAGCTCATGCT GCCTCATTATCTCTCCCCAAA 

In una forma di attuazione del metodo dell'invenzione la fase di 
amplificazione esponenziale del DNA viene effettuata utilizzando coppie 
di oligonucleotidi in grado di amplificare la regione di regolazione del 
gene codificante per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) umana. Preferibilmente la fase di amplificazione esponenziale 
del DNA per amplificare la regione di regolazione del gene codificante 
per la subunita alfa 2 delia pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana 
comprende I'uso delle coppie di oligonucleotidi: 

1_Pr TTCCCCTCACTCCATCTCTG GACCCCTGCT.CTTTAGGGATA 
2_Pr GATTCAGGACCACTCCATCC GGGAACAGTCAGAGGACAGG 

In una forma preferita del metodo dell'invenzione la fase di 
evidenziazione di almeno un frammento amplificato con eventual! 
mutazioni rispetto ad un controllo da soggetto normale awiene per 
sequenza diretta o per metodica SSCP (single strand conformation 
polymorphism 17 ) DHPLC, o DGGE (denaturing gradient gel 
electrophoresis 18 ), o con altri metodi noti all'esperto del settore. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione un kit diagnostico per 
patologie collegate all'emicrania comprendente: - almeno una coppia di 
oligonucleotidi per la reazione di amplificazione esponenziale di almeno 
un frammento del gene per la subunita alfa 2 della pompa Na K 
(ATPasi, ATP1A2) umana, in cui il frammento codifica per una porzione 
funzionale o di regolazione genica della subunita; - un DNA di controllo 
da soggetto non affetto. In una forma preferita le coppie di 




oligonucleotidi per la reazione di amplificazione sono in grado di 
amplificare tutta la regione codificante del gene per la subunita alfa 2 
della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione la proteina subunita alfa 2 
della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana, o porzione funzionale di 
essa per uso diagnostico di patologie collegate all'emicrania. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione la proteina subunita alfa 2 
della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana, o porzione funzionale di 
essa per uso terapeutico di patologie collegate alPemicrania. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione un metodo per 
ridentiftcazione di un agente agonista o antagonista della pompa Na K 
(ATPasi, ATP1A2) umana o di una porzione funzionale o di regolazione 
genica di essa, comprendente: 

(i) transfettare una linea cellulare con un gene per una isoforma 
mutante della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana che sia resistente 
all'ouabaina; 

(ii) esporre opportunamente le cellule trasfettate all'agente; 

(iii) misurare I'attivita della pompa Na K in funzione del trasporto 
ionico con ioni marcati. 

E' ulteriore oggetto dell'invenzione un metodo per 
I'identificazione di un agente agonista o antagonista della pompa Na K 
(ATPasi, ATP1A2) o di una porzione funzionale comprendente le fasi di: 
(i) trattare con I'agente un animate transgenico che esprima 
un'isoforma mutante della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) o che sia 
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deleto in parte o completamente del gene codificante la pompa Na K 
(ATPasi, ATP1A2), o 

(ii) * trattare con I'agente linee cellular! eucariotiche o procariotiche 
che esprimano forme mutanti o normali della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) mediante transfezioni transienti o stabili oppure in condizioni 
fisiologiche. 

L'invenzione verra ora descritta in riferimento a esempi non 
limitativi, con le seguenti figure: 

Figura 1 Mutazioni di ATP1A2. Pannello a, Pattern di eluizione 
in D-HPLC dell'esone 17 (sinistra) e 19 (destra) dell'allele normale (blu) 
e mutante (rosso). Panello b mostra elettroferogrammi di sequenza del 
controllo (parte superiore) e mutanti eterozigoti (parte inferiore). 
Pannello c, pedigree delle due famiglie FHM2. 

Figura 2 Allineamento della sequenza amminoacidica delle 
ATPasi. Si nota la completa conservazione di L764 (sinistra) e W887 
(destra) in diverse subunita delle ATPasi Na K e H K. II numero di 
accesso alia SwissProt e indicato. 

Figura 3 Topologia della proteina ATP1A2. II sito di legame 
all'ouabaina sul primo loop (M1-M2; gli asterischi indicano gli 
amminoacidi mutagenizzati per conferire resistenza all'ouabaina) e le 
due mutazioni, una sul loop intracellulare piu grande (M4-M5) e la 
seconda sul loop extracellulare (M7-M8), sono indicati. 

Figura 4 Trattamento con ouabaina di cellule HeLa trasfettate. 
Foto al contrasto di fase di cellule HeLa, dopo 36 hr di trattamento con 
1 uM di ouabaina, trasfettate con: pannello a, controllo (trasfettate con 




un costrutto esprimente il gene wild-type ATP1A2 sensibile alia 
ouabaina); pannello b, gene wild-type ATP1A2 resistente all'ouabaina, 
pA20ua®-wt; parinelli d e f, mutantl dl ATP1A2 ouabaina resistenti, 
pA20ua®-P764 e pA20ua®-R887, rispettivamente; pannello c, miscela 
1:1 mix di pA20ua®-wt + pA20ua®-P764, per simulare lo stato di 
eterozigoti in L764P; pannello e, miscela 1:1 di pA20ua®-wt + 
pA20ua®-R887, per simulare lo stato di eterozigoti di W887R. Tutti gli 
esperimenti sono stati effettuati co-trasfettando il costrutto ATP1B2. 

Figura 5 Tossic'rta della ouabaina sulla vitalita cellulare. 
Pannello a, vitalita cellulare per saggio MTT di cellule HeLa trasfettate 
con diversi costrutti riportati in Figura 4: contralto; A2-wt (pA20ua®-wt); 
mu-1 (pA20ua®-P764); het-1 (pA20ua®-wt + pA20ua@-P764); mu-2 
(pA20ua®-R887); het-2 (pA20ua®-wt + pA20ua®-R887). Entrambi i 
mutanti e gli eterozigoti simulati sono significativamente diversi dal wt 
A2 (almeno P< 0.04). Le linee rappresentano la SD. Pannello b, 
trascrizione e traduzione in vitro che conferma I'attesa massa 
molecolare della proteina ATP1A2 di 1 1 2 kDa. 

Figura 6 Localizzazione dei mutanti ATP1A2 sulla membrana 
plasmatica. Pannello a, immunocitochimica su cellule COS-7 dei 
derivati di c-myc, pA20ua®-wt-myc, pA20ua®-P764-/r7yc e pA20ua@- 
R887-myc, che mostrano la localizzazione sulla membrana plasmatica 
sia del wild type e delle isoforme mutanti. Pannello b, frazionamento 
subcellulare di cellule COS-7 trasfettate cne dimostra la co- 
sedimentazione della membrana plasmatica con derivati ATP1A2 c- 
myc, s/n, supematante; p, pellet. 
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Matariali e Metodi 
Famiglie FHM2 

Sono stati selezionati 22 soggetti di un grande pedigree 
proveniente dalla Toscana (famiglia 1), con una diagnosi clinica di 
FHM 5 e 7 membri di un secondo pedigree, con manifestazioni simili, 
proveniente dalla Sicilia (famiglia 2). Non vi era alcun segno cerebellare 
associate con la FHM. L'inizio degli attacchi era sempre entro i venti 
anni. Caratteristiche aggiuntive erano: epilessia in 5 membri (3 soggetti 
della famiglia 1 e 2 della famiglia 2) e ritardo mentale lieve o moderato 
in 2 soggetti della famiglia 1 . 200 individui sani sono stati utilizzati come 
controllo. 

Analisi di mutazioni. 

L'organizzazione genomica del gene umano ATP1A2 e stata 
determinata allineando la sequenza del mRNA ATP1A2 (AC 
NM_000702) con la sequenza genomica del clone RP11-536C5 
corrispondente. Gli oligonucleotidi per I'amplificazione delle regioni 
codificanti del gene sono riportati in tabella 1. I prodotti di PCR che 
mostravano pattern di eluizione in D-HPLC anormali (Wave, 
Transgenomic, Crewe, UK) erano sottoposti a sequenza diretta 

(DYEnamic ET Dye Terminator Kit, Amersham Biosciences, 

Piscataway, NJ, USA) 



Tabella 1 



Esone Innesco diretto 



innesco inverso 



TGTTGCTTTGGCTTTCTCTGT 



CTCCCTCACCCTCTAGACTGC 177 



2+3 CCCCTCTCTTCCCTGACTCT 



GCCTCTTTTGTTCCTTCCCTA 423 
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ATGGTGACTGGCTGGGTTG 


CAGGGTTGGAGGACAGTCAC 316 


5 


AGCTGCCCCTTTAGGGTTG 


ACCTTACAGCCTAGCCCAGAG 213 


6 


GAGACCAGCAGGAGAAGAAGG 


AGACTCAACTGCTTGCTCTGG 238 


7 


TACAAGTGGCTCTGCCAGTCT 


AGCCCTTCATCCTGACTATGG 234 


8 


CAGGAAATAGGATGGGACTGC 


GTAGTGAGACCCTCCCCTGGT 385 


9 


ATCTCCGGCTTCAGCCTTAAC 


TAATCCTATCCACCCCCTCTG 283 


10+11 


CTCCTGGTTCCCCCTCAT 


TCCCTCTCTCTTCCTCTGTCC 487 


12 


GCGCTACCAAGACAAGTATGG 


CTTGGGAATCCCCTTCTGAG 284 


13 


GAAGCCACTCTGCGGATCT 


ACTGCAGCTCCTTGAACTCTG 286 


14 


GGAGGGGGATAAACCCTTAAT 


GACGTGTTGATTAGGGCACAG 236 


15 


AGGGGTCAGCTGTCTCTGTC 


GGTCCCTGCCTGTCATCTG 284 


16 


AAGGGGTTTCGTCCTCAAGT 


TCAGTATCCTGCAAACCATCC 284 


17* 


AGTCCCTCTGACCTCCCTGAT 


CCACTGTGCCATCACGATT 252 


18 


TCATCTCCTACGTCCCTTCAA 


AGCTGGGAAAAGAACCCTGT 234 


19* 


CTTCTGCTTCCTGCTCTGACC 


ACACATGTGCGCTGTGTTTAC 232 


20 


CCTCCGACACTCTCATCTG 1 0 


PTfYrtVrftRGTTGGTGAGTGT 236 


21 


CTTCACCTGCCACCTCCTT 


CCCCCGTATGACTACTCAGG 176 


22 


CGCTTTGAATGCTCCTTTATG 


GAGGGAGGAGCTGGTGGT 223 


23 


GCCTCCI 1 1 1 AAGCTCATGCT 


GCCTCATTATCTCTCCCCAAA 206 



Le coppie di primers 17 e 19 (*) sono state utilizzate per identificare le 
due mutazioni associate a FHM2. Le PCR sono state effettuate ad una 



temperatura di 57°C. 

Gli oligonucleotidi che permettono I'amplificazione delle regioni 
regolatripi dell'espressione genica (circa 3 kb, suddivise in due 

t 

framrnenti con parziale sovrapposizione) sono elencati in Tabella 2. 



Tabella2 

1_Pr TTCCCCTCACTCCATCTCTG GACCCCTGCTCTTTAGGGATA 
2_Pr GATTCAGGACCACTCCATCC GGGAACAGTCAGAGGACAGG 

L'analisi del DNA amplificato e stata effettuata per sequenza 
diretta e mediante DHPLC (denaturing high-pressure chromatography 

18 >- 

Costrutti e mutagenesi sito-specifica 

II cDNA codificante per la subunita beta 2 (ATP1B2, 
NM_001678) e alfa 2 erano ottenuti dal clone IMAGE 23453 e 
DFKZp761D047, rispettivamente, e successivamente subclpnati nel 
vettore di espressione pcDNA3.1 (Invitrogene, Carlsbad, CA, USA). E' 
stato utilizzato il kit QuickChange site-directed mutagenesis 
(Stratagene, La lolla, CA, USA) per mutagenizzare il cDNA di ATP1A2 
come segue: 

a) nt 451 A>G (Q1 16R) e nt 483 A>G (N127D) per ottenere il costrutto 
pA20ua®-wt esprimente I'isoforma resistente all'ouabaina; 

b) nt 2395 T>C (L764P) su pA20ua®-wt, ottenendo pA20ua®-P764; 

c) nt 2763 T>C (W887R) su pA20ua®-wt, ottenendo pA20ua@-R887. 

d) c-myc-tagging il cDNA ATP1A2. 1 costrutti di espressione (pA20ua®- 
wt, pA20ua®-P764, e pA20ua®-R887) erano mutagenizzati 
sostituendo il codone di inizio originale con c-myc tag (consistente degli 
aa MAEEQKLISEEDL, corrispondenti agli aa 408-419 c-myc umano AC 
0907235A) ottenendo pA20ua®-wt-myc, pA20ua®-P764-myc e 
pA26ua®-R887-myc. Tutti i costrutti erano verificatl per 

• •• sequenziamehto. 
• frascrizione e traduzione in vitro 




La trascrizione e traduzione in vitro usando TNT Coupled Reticulocyte 
Lysate System (Promega, Madison, Wl, USA) in presenza di 20 microCi 
[35S]metionina (1000 .Ci/mmole); le proteine neosintetizzate per 
SDS/PAGE (8%). 

Analisi per elettroforesi e western blot 

Si risospendevano quantita uguali di proteine in tampone SDS- 
PAGE (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerolo, 5% 2- 
mercaptoetanolo) e si separavano per 2 h a 100V in 10% SDS-gel di 
poliacrilammide. Le proteine su gel erano trasferite su membrane di 
nitrocellulosa e si incubavano con gli anticorpi monoclonali primari anti- 
c-myc9E10 (10 microg/mi) o con anticorpi policlonali anti-lntegrina beta 
1 seguita da incubazione con anticorpi secondari coniugati a 
perossidasi da rafano (HRP). Le bande proteiche erano visualizzate con 
il kit Enhanced Chemiluminescence (Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ, USA). 
Trasfezioni e trattamento con ouabaina. 

I costrutti erano trasfettati con fosfato di calcio in cellule HeLa, 
secondo le procedure standard o in cellule COS-7 con Lipofectamina 
(Gibco, Invitrogene Co., Carlsbad, CA, USA). 

La vitalita cellulare era misurata con il saggio di riduzione con 
MTT 13 dopo 12, 24, 36, 48 e 60 ore. Ciascun esperimento era fatto in 
triplicato e I'analisi statistica effettuata con il Test di Student, 
(omoscedastica). 
Immunocitochimica 
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Dopo trasfezione (48 hr), le cellule COS-7 erano fissate in 
100% metanolo e incubate con anticorpi monoclonali primari anti c-myc 
9E10. Le cellule erano poi lavate con PBS e incubate con anticorpi 
secondari anti-topo coniugati con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, 
Eugene, OR, USA). Le cellule erano montate su vetrino in mezzo 
fluorescente (DAKO, Glostrup, Danmark) e visualizzate con ottica di 
epifluorescenza. 
Frazionamento subcellulars > 

Le cellule COS-7 erano lisate in ghiaccio in 0.5 M NaCI, 10 mM 
Na 2 C0 3 , 0.1 mM PMSF, 10 //g/ml Aprotenina, 10 //g/ml Leupeptina, 
omogenizzate e centrifugate a 2.000 g per 20 min a 4°C per scartare i 
nuclei e detriti cellulari. La separazione della frazione di membrane 
(pellet) da quella citosolica. (supematante) era ottenuta per 
centrifugazione a 100.000 g per 40 min a 4°C in una ultracentrifuga 
Beckman TL 100. 
Risultati 

Analisi delle mutazioni 

Sebbene la regione cruciale per FHM2 sia di 0.9 Mb tra 
D1S2635 e CASQ1-SNP, diversi geni sono present! in questa regione 
ed espressi nel Sistema Nervoso Centrale (CNS). Gli autori hanno 
effettuato un'analisi mutazionale su due proband! di famiglie FHM2, sia 
per D-HPLC (HPLC denaturante) che per sequenziamento diretto, 
analizzando due geni del canale del potassio, KCNJ9 e KCNJ10 e il 
gene CASQ1 codificante per la calsequestrina, con risultati negativi. 




Invece I'analisi per D-HPLC del gene ATP1A2 codificante la 
subunita alfa 2 della pompa Na K ATPasi produceva pattern di eluzione 
aberrant! per gli esonl 17 e 19 nelle famiglie 1 e 2, rispettivamente (Fig. 
1a). I'analisi di sequenza rivelava la presenza di due mutazioni 
puntiformi (nt 2395 da T a C e nt 2763 da T a C; Fig. 1b), che 
segregano con la malattia nelle rispettive famiglie (Fig. 1c) e che 
causano la sostituzione deH'amminocido leucina con prolina (L764P) 
nella famiglia 1 e triptofano con arginina (W887R) neila famiglia 2. 
Entrambe le mutazioni missenso erano assenti in 400 cromosomi di 
controllo. L764 e W887 sono completamente conservate tra le subunita 
alfa di diverse specie evolutivamente distanti tra loro (Fig. 2), 
suggerendo fortemente I'implicazione di ATP1A2 nella patogenesi di 
FHM2. 

La pompa Na, K ha una struttura eterodimerica formata da una 
grande subunita catalitica alfa e da una piccola subunita ancillare beta. 
. Le subunita alfa attraversano la membrana plasmatica con 10 segmenti 
transmembrana (M1-M10 14 ) e sono orientate con le estremita ammino- 
e carbossi-terminale rivolte nel citoplasma). Questa configurazione 
produce cinque loop extracellulari e quattro intracellular!. Le mutazioni 
L764P e W887R hanno diverse localizzazioni: L764P si trova nel loop 
intracellulare piu grande tra M4 e M5, mentre W887R si localizza nel 
loop apicale M7-M8 (Fig. 3). 
Evldenza funzionale del blocco del trasporto ionico 

Per valutare le conseguenze funzionali delle due sostituzioni 
amminoacidiche, gli autori hanno effettuato vari esperimenti di 




trasfezione. Sono stati clonati i cDNA umani della subunita alfa 2 e beta 
2 (Material! e Metodi). Poiche entrambe.le subunita sono necessarie per 
assemblare I'etero-complesso attivo alfa-beta, tutti gli esperimenti di 
trasfezione sono stati effettuati co-trasfettando entrambi i costrutti alfa 2 
e beta 2 con stechiometria uguale. Introducendo le isoforme mutate (i.e. 
esprimono i cDNA dei mutanti P764 e R887), non si sono ottenuti cambi 
significativi nella forma cellulare e nel tasso di crescita (dati non 
mostrati), pertanto abbiamo escluso un effetto primario dominante 
negative 

Poiche tutte le cellule dei vertebrati presentano un'attivita 
ATPasi Na.K, e stata inibsta I'attivita endogena della pompa Na, K nelle 
cellule HeLa per poter cosl saggiare la capacita di trasporto ionico delle 
forme esogene mutanti. A questo scopo una mutagenesi sito-specifica 
e stata effettuata per abolire la sensibilita naturale all'ouabaina del 
costrutto ATP1A2 mutagenizzando due amminoacidi (Q116 in R e N127 
in D) situati nel primo loop extracellulare che e parte del sito di legame 
dell'ouabaina sull'ATPasi Na K 1S . 

Cellule HeLa trasfettate con il costrutto ATP1A2 resistente 
all'ouabaina (pA20ua®-wt) possono soprawivere e crescere in terreni 
con 1 pM ouabaina (Fig. 4, pannello b), mentre cellule di controllo 
muoiono entro 36-48 ore (Fig. 4, pannello a). Risultati identici erano 
ottenuti con la linea cellulare umana HEK293. 

Una volta saggiato positivamente per la resistenza all'ouabaina, 
il costrutto pA20ua®-wt era mutagenizzato per introdurre le mutazioni 
trovate nelle famiglie di FHM2, L764P e W887R, ottenendo i costrutti 




corrispondenti pA20ua®-P764 e pA20ua®-R887. Le cellule HeLa 
trasfettate con pA2Qua®-P764 o pA20ua®-R887 non soprawivevano 
al trattamento con 1 pM ouabaina (Fig. 4, pannelli d e f), suggerendo 
che sia L764P che W887R sono mutazioni che provocano una perdlta 
di funzione. Gli eterozigbti simulati ottenuti per co-trasfezione di uguali 
quantita di wild-type e mutanti, mostravano un fenotipo intermedio (Fig. 
4, pannello c e e). Entrambe le isoforme mutanti ATP1A2 quindi 
mostravano una mortalita cellulare precoce tipica di cellule senza 
I'attivita delta pompa Na K (Fig. 5a). Per escludere la possibile 
produzione di proteine aberrant! dovute alia mutagenesi sito specifica si 
sono saggiati i costrutti wt e mutanti per trascrizione e traduzione in 
vitro, nonche per sequenziamento diretto. Come mostrcto in Figura 5b, 
tutti e tre i costrutti davano I'attesa banda proteica di 112 kDa, 
escludendo cosi che un artefatto di clonazione sia responsabile della 
vulnerabilita delle cellule HeLa verso I'ouabaina quando trasfettate con i 
cDNA mutanti ATP1A2. 

Le isoforme mutanti di ATP1A2 sono veicolate alia membrana 
plasmatica 

E' stata investigate la localizzazione subcellulare delle due isoforme 
mutanti. I tre costrutti (pA20ua®-wt, pA20ua®-P764, e pA20ua@- 
R887) sono stati ingegnerizzati aggiungendo un 5' tag codificante per 
I'epitopo di c-myc e trasfettate in cellule COS-7. La Figura 6a mostra 
I'attesa localizzazione per immunofluorescenza sulla membrana 
plasmatica di tutte le isoforme, sia wild type che dei due mutanti. II 
frazionamento subcellulare ha confermato la localizzazione fisiologica 




nella frazione di membrana (Fig. 6b), dove £ evidenziata la subunita 
beta 1 dell'integrina come controllo. 

I dati dimostrano quindi che entrambe le mutazioni missenso 
sono indipendentemente sufficient a inibire I'attivite della pompa Na, K, 
senza interferire nell'assemblaggio con la subunite beta e con la 
traslocazione del complesso alia membrana cellulare. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Acido nucleico comprendente almeno un frammento del gene 
codificante per una porzione funzionale o della regibne di regolazione 
genica della subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) per 
uso diagnostico di patologie correlate all'emicrania. 

2. Acido nucleico comprendente almeno un frammento del gene 
codificante per una porzione funzionale o della regione della 
regolazione genica della subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) per uso in terapia genica di patologie correlate all'emicrania. 

3. Metodo per evidenziare in un soggetto almeno una mutazione 
nel gene codificante per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) umana, localizzato sul cromosoma 1, correlato a patologie 
emicraniche, comprendente le fasi di: 

- prelevare un campione contenente una quantita sufficiente di DNA da 
detto soggetto o in grado di essere riprodotto in coltura; 

- isolare il DNA da detto campione; 

- sottoporre detto DNA ad amplificazione esponenziale utilizzando come 
coppia di oligonucleotidi per la reazione di amplificazione almeno due 
oligonucleotidi in grado di amplificare almeno un frammento del gene 
codificante per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) 
umana, o un frammento della regione di regolazione di esso; 

- evidenziare in almeno un frammento amplificato eventuali mutazioni 
rispetto. ad un controllo da soggetto normale. 

4. • Metodo secondo la rivendicazione 3 in cui le coppie di 
. oligonucleotidi sono: m „ 




17 AGTCCCTCTGACCTCCCTGAT CCACTGTGCCATCACGATT 
19 CTTCTGCTTCCTGCTCTGACC ACACATGTGCGCTGTGTTTAC 

5. Metodo secondo la rivendicazione 3 in cui la fase di ampllficazione 
esponenziale del DNA viene effettuata utilizzando coppie dl 
oligonucleotidi in grado di amplificare tutta la porzibne codificante del 
gene per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) 
umana. 

6. Metodo secondo la rivendicazione 5 in cui la fase di amplificazione 
esponenziale del DNA per amplificare tutta la porzione codificante del 
gene per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana 
comprende S'uso di almeno una deiie seguenti coppie di oligonucleotidi: 



1 


TGTTGCTtTGGCTTTCTCTGT 


CTCCCTCACCCTCTAGACTGC 


2+3 


CCCCTCTCTTCCCTGACTCT 


GCCTCTTTTGTTCCTTCCCTA 


4 


ATGGTGACTGGCTGGGTTG 


CAGGGTTGGAGGACAGTCAC 


5 


AGCTGCCCCTTTAGGGTTG 


ACCTTACAGCCTAGCCCAGAG 


6 


GAGACCAGCAGGAGAAGAAGG 


AGACTCAACTGCTTGCTCTGG 


7 


TACAAGTGGCTCTGCCAGTCT 


AGCCCTTCATCCTGACTATGG 


8 


CAGGAAATAGGATGGGACTGC 


GTAGTGAGACCCTCCCCTGGT 


9 


ATCTCCGGCTTCAGCCTTAAC 


TAATCCTATCCACCCCCTCTG 


10+11 


CTCCTGGTTCCCCCTCAT 


TCCCTCTCTCTTCCTCTGTCC 


12 


GCGCTACCAAGACAAGTATGG 


CTTGGGAATCCCCTTCTGAG 


13 


GAAGCCACTCTGCGGATCT 


ACTGCAGCTCCTTGAACTCTG 


14 


GGAGGGGGATAAACCCTTAAT 


GACGTGTTGATTAGGGCACAG 


15 


AGGGGTCAGCTGTCTCTGTC 


GGTCCCTGCCTGTCATCTG 


16 


AAGGGGTTTCGTCCTCAAGT 


TCAGTATCCTGCAAACCATCC 




17 


AGTCCCTCTGACCTCCCTGAT 


CCACTGTGCCATCACGATT 


18 


TCATCTCCTACGTCCCTTCAA 


AGCTGGGAAAAGAACCCTGT 


19 


CTTCTGCTTCCTGCTCTGACC 


ACACATGTGCGCTGTGTTTAC 


20 


. CCTCCGACACTCTCATCTGTC 


CTGTGTGGGTTGGTGAGTGT 




CTTCACCTGCCACCTCCTT 


CCCCCGTATGACTACTCAGG 


22 


CGCTTTGAATGCTCCTTTATG 


GAGGGAGGAGCTGGTGGT 


23 


GCCTCCT I I I AAGCTCATGCT 


GCCTCATTATCTCTCCCCAAA 


7. 


Metodo secondo la rivendicazione 3 in cui la fase di amplificazione 



esponenziale del DNA viene effettuata utilizzando coppie di 
oligonucleotidi in grado di amplificare la regione di regolazione del gene 
codificante per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) 



umana. 

8. Metodo secondo la rivendicazione 7 in cui la fase di amplificazione 
esponenziale del DNA per amplificare la regione di regolazione del 
gene codificante per la subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) umana comprende I'uso delle coppie di oligonucleotidi: 

1_Pr TTCCCCTCACTCCATCTCTG . GACCCCTGCTCTTTAGGGATA 
2_Pr GATTCAGGACCACTCCATCC . GGGAACAGTCAGAGGACAGG 

4. 9. Metodo secondo le rivendicazioni precedent! in cui la fase di 
evidenziazione di almeno un frammento amplificato con eventuali 
mutazioni rispetto ad un controllo da soggetto normale awiene per 
sequenza diretta o per metodica SSCP (single strand conformation 
polymorphism 17 ) DHPLC, o DGGE (denaturing gradient gel 
electrophoresis 18 ). 




5. 10. Kit diagnostico per patologie collegate all'emicrania per 
attuare il metodo secondo !e rivendicazioni da 3 a 9 comprendente: 

- almeno una coppia di oligonucleotidi per la reazione di amplificazione 
esponenziale di almeno un frammento del gene per la subunita alfa 2 
della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana, in cui detto frammento 
codifica per una porzione funzionale o di regolazione genica di detta 
subunita; 

- un DNA di controllo da soggetto non affetto. 

11. Kit secondo la rivendicazione 10 in cui le coppie di oligonucleotidi 
per la reazione di amplificazione sono in grado di amplificare tutta la 
regione codificante del gene per la subunita alfa 2 della pompa Na K 
(ATPasi, ATP1A2) umana. 

12. Proteina subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) 
umana, o porzione funzionale di essa per uso diagnostico di patologie 
collegate all'emicrania. 

13. Proteina subunita alfa 2 della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) 
umana, o porzione funzionale di essa per uso terapeutico di patologie 
collegate all'emicrania. 

14. Metodo per I'identificazione di un agente agonista o antagonista 
della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana o di una porzione 
funzionale o di regolazione genica di essa, comprendente: 

(iv) transfettare una linea cellulare con un gene per una isoforma 
mutante della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) umana che sia resistente 
all'ouabaina; 

(v) esporre opportunamente le cellule trasfettate ail'agente; 



(vi) misurare I'attivita della pompa Na K in funzione del trasporto 



ionico con ioni marcati. 



15. Metodo per I'identificazione di un agente agonista o antagonista 
della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) o di una porzione funzionale 
comprendente le fasi di: 

(i) trattare con I'agente un animale transgenico che esprima 
un'isoforma mutante della pompa Na K (ATPasi, ATP1A2) o che sia 
deleto in parte o completamente del gene codificante la pompa Na K 
(ATPasi, ATP1A2) o 

(ii) trattare con I'agente linee cellulari eucariotiche o procariotiche 
che esprimano forme mutanti o normali della pompa Na K (ATPasi, 
ATP1A2) mediante transfezioni transienti o stabili oppure in condizioni 
fisiologiche. 
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P5Q993 | ATP 1A2_HUMAN 
P05023 | AT P 1A1_HUMAN 
P 13 637 | ATPlA3_HUMAN 
PO 668 6 | AT PlA2_RAT 
P2 4797 | ATP 1 A2_CHI CK 
P18907 | AT P lAl_HOR S E 
Q64541I ATP1A4_RAT 
Q 137 3 3 | ATP1A4_HUMAN 
P06687 | ATP1A3_JRAT 
P24798 | AT P1A3_CHICK 
P5 83 12 | AT PlA3_OREMO 
P50997|ATP 1A1_CANF A 
P05024 | ATP1A1_PIG 
PO 4 07 4 | AT PlAl_SHEE P 
P 0 6 6 8 5 | AT P 1 A 1JRAT 
P 0 9 5 7 2 I AT P 1A1_CHI CK 
P3 07 14 | AT PlAl _BUFMA 
Q 9 2 12 3 | AT P lAl_XENLA 
Q92030|ATP 1A1_ANGAN 
Q9YH2 6 1 AT PlAl_OREKO 
P2 5 4 8 9 | AT P 1A1_CAT CO 
Q9WV27 | ATPlA4_MOUSE 
P2 877 4 | ATP1B_ARTSF 
P 13 607 | ATNAJDROME 
P3 5 3 17 | AT 1AJKYDAT 
P05025 | ATPlA_TORCA 
.Q64392 | ATHL_CAVPO 
P5 47 07 | ATHL_HUMAN 
Q9TV52 | ATHL_RABIT 
P5 47 0 8 | ATHLJRAT 
Q9203 6 | ATHL_BUFMA 
Q64 43 6I ATHA_MOUSE 
PO 9 62 6 | ATHA_RAT 
P5 0 9 9 6 | AT H A_CANF A 
P1915 6|ATHA_PIG 
P27112I ATHA_RABIT 
P2 Q 64 8 | ATHA_HUMAN 
Q 9 2 12 6 | AT H AJKENLA 
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